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RESUMO
Caracterizada por anorexia, perda de peso e intenso catabolismo do hospedeiro, a síndrome 
da caquexia induzida pelo câncer é considerada causa primária de 70 % das mortes dos 
pacientes portadores de tumor. O tumor de Walker 256 tem sido utilizado como modelo 
experimental para o estudo da caquexia induzida pelo câncer em ratos. A diminuição da 
secreção de insulina, aumento dos hormônios contrareguladores, alta produção de 
prostaglandinas E2 e citocinas pró-inflamatórias são fatores envolvidos no estabelecimento 
da caquexia em ratos portadores de Walker 256. Estes, somados ao metabolismo tumoral, 
ávido consumidor de glicose e glutamina, levam à depleção dos estoques energéticos e 
importante perda de massa muscular do portador, os quais não podem ser restabelecidos 
através de suporte nutricional. Observação de baixa incidência de câncer em populações 
com alta ingestão de ácido graxo ômega-3 (co-3) estimulou a investigação em modelos 
animais. O suprimento com ©-3 levou à redução da taxa de crescimento tumoral em 
diferentes tipos de câncer. O mecanismo pelo qual isso ocorre não é sabido. A COX-2 é uma 
enzima induzível responsável pela conversão do ácido araquidônico em prostaglandinas da 
série E2. Estudos experimentais têm mostrado superexpressão de COX-2 em diversos tipos 
de cânceres. O presente estudo investigou se a suplementação oral com óleo de peixe é 
capaz de reduzir a expressão da COX-2 no tumor de Walker 256, restabelecer glicemia e 
laticidemia e reduzir o peso tumoral. A expressão da enzima determinada por “Western 
Blotting” no grupo portador de tumor suplementado com óleo de peixe (PWK) foi 25% 
menor quando comparada à do grupo portador de tumor (WK) e suplementado com gordura 
;de coco (SWK). O peso do tumor no PWK foi 4 vezes menor quando comparado ao WK e 
SWK. Isto foi acompanhado pelo retomo da glicemia e laticidemia aos níveis normais. Estes 
dados sugerem que óleo de peixe foi hábil em reduzir o crescimento tumoral, 
restabelecendo a glicemia e laticidemia e que, provavelmente, a redução da expressão da 
COX-2 é um dos mecanismos envolvidos.
1. INTRODUÇÃO
1.1. CÂNCER
O câncer tem importância ímpar no contexto da biologia celular pois reflete distúrbios 
das regras mais fundamentais do comportamento das células em um organismo 
multicelular. É uma doença na qual células individuais, mutantes, iniciam sua prosperidade 
às custas de seus vizinhos, destruindo toda sociedade celular, ou seja, reproduzem-se em 
detrimento de células normais e invadem e colonizam territórios reservados para outras 
células (ALBERTS et a i, 1997).
Denomina-se de tumor ou neoplasma o crescimento incansável de uma massa de 
células anormais. A medida que células neoplásicas permanecem agrupadas numa massa 
única, o tumor é dito benigno e pode ser removido cirurgicamente obtendo-se a cura. A 
denominação câncer é dada somente para tumores malignos, cujas células têm a capacidade 
de invadir tecidos vizinhos. Essa invasão geralmente ocorre através da corrente sangüínea 
ou vasos linfáticos, formando tumores secundários, ou metástases, em outros locais do 
corpo. Os cânceres são classificados de acordo com o tecido e tipo celular que lhe dão 
origem. Cânceres que se originam de células epiteliais são chamados carcinomas; aqueles 
que se originam de tecidos conjuntivos ou musculares são denominados sarcomas; e 
cânceres que não se enquadram nestas categorias incluem as várias leucemias, derivadas de 
células hematopoiéticas e cânceres derivados do sitema nervoso. Em paralelo com o 
conjunto de nomes para tumores malignos, há um conjunto de nomes relacionados aos 
tumores benignos, adenoma, por exemplo, é tumor epitelial benigno com organização 
glandular; condroma é tumor benigno de cartilagem e seus tipos correspondentes de tumor
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maligno são respectivamente adenocarcinoma e condrosarcoma (ALBERTS et al., 
1997).
1.2. TUMOR DE WALKER 256
O carcinoma de Walker 256 é um modelo apropriado para estudos sobre interações 
tumor-hospedeiro, bem como para abordagens de tratamento farmacológico, nutricional e 
outras terapias antineoplásicas, visando possíveis intervenções contra a anorexia e a 
caquexia induzida pelo tumor. O tumor ou carcinoma de Walker 256 apresenta dois 
subtipos: um metastizante, que leva à anorexia terminal dos ratos portadores em 
aproximadamente 27 dias; e outro que não forma metástase e induz a caquexia precoce do 
portador, levando à morte em 15 dias. Este último tomou-se um importante modelo para 
estudos da caquexia induzida pelo câncer (GUAITANI et a i , 1983).
1.3. CAQUEXIA
A caquexia é um complexo problema metabólico, caracterizado pela perda de peso e 
depleção tanto do músculo esquelético como da massa de tecido adiposo (TISDALE,
1996). Ela ocorre em mais de dois terços dos pacientes portadores de câncer, levando à 
diminuição do tempo de sobrevivência assim como da resposta à terapia (DE WYS, 1985). 
A síndrome de caquexia caracteriza-se por diferentes manifestações clínicas, cujas mais 
comuns são: astenia, anorexia, perda de peso, e anemia, causando desta maneira a 
debilidade do organismo hospedeiro. O grau de caquexia está inversamente relacionado 
com o prognóstico de vida do paciente (ARGILÉS et al., 1997).
A astenia é um dos principais sintomas da caquexia, sendo caracterizada por perda 
muscular, a qual envolve não somente o músculo esquelético, mas também afeta as 
proteínas cardíacas, resultando em alterações na performance deste órgão (ARGILÉS et al., 
1997).
A anorexia parece ser mais efeito do que causa da perda de peso durante o câncer, 
podendo ser atribuída a alterações de palatabilidade ou olfato, mudanças na regulação 
alimentar no hipotálamo, ou distúrbios de digestão e absorção que acompanham alguns 
tumores (YOUNES e NOGUCHI, 2000). No entanto, é improvável que a perda de peso em 
indivíduos com câncer surja primariamente da redução da ingestão alimentar, pois a 
caquexia envolve perda de massa protéica dos músculos esqueléticos, o que não ocorre na 
anorexia. A suplementação nutricional não é capaz de repor a perda total de massa corporal 
e, além disso, a perda de músculo e tecido adiposo freqüentemente precede a diminuição da 
ingestão alimentar, ou seja, a caquexia pode ocorrer sem anorexia. (TISDALE, 2001).
Sendo assim, a debilidade do portador não está relacionada apenas com seu 
comportamento alimentar deficiente, mas também com mudanças no metabolismo 
intermediário ocasionadas pelo tumor (ARGILÉS et al., 1997; SAKURAI et a i ,  1998).
1.3.1. Alterações no metabolismo de carboidratos, lipídios e proteínas
WARBURG, em 1930, demonstrou que tumores consomem grande quantidade de 
glicose aerobicamente (ARGILÉS et a i ,  1997), resultando em intensa liberação de lactato 
para a circulação do hospedeiro. Este lactato é importado pelo fígado, onde seu esqueleto 
de carbono é utilizado para a síntese de glicose, gerando então o ciclo de Cori 
(glicose-^lactato-^glicose). Esta utilização gliconeogênica do lactato derivado do tumor é
um processo metabólico muito ineficiente, consumindo 6 moléculas de ATP por ciclo, mas 
é essencial para compensar a acidose do tumor (ARGILÉS eí al., 1997).
O glicerol, liberado como conseqüência da lipólise ativada do tecido adiposo, e os 
aminoácidos, liberados da musculatura esquelética como resultado da proteólise ativada são 
outros importantes substratos gliconeogênicos e contribuem para a produção aumentada de 
glicose hepática (WATERHOUSE eí a i,  1979). Outro fator que leva a esta produção 
elevada de glicose é a degradação do glicogênio (R1VERA eí al., 1988).
No hospedeiro, o metabolismo de carboidratos também está profundamente alterado, 
havendo intolerância à glicose, que leva a vários estados típicos da diabete tipo II e 
resistência à insulina (TAYEK, 1992). Esta resistência à insulina envolve o tecido adiposo, 
a musculatura esquelética e o fígado. A produção de glicose hepática aumentada é devida, 
parcialmente, à falta de inibição da gliconeogênese, via insulina, causada por um certo grau 
de resistência à insulina no fígado. Similarmente, a utilização de glicose pela musculatura 
esquelética é reduzida em pacientes com câncer, sendo resultado de clara resistência à 
insulina (ARGILÉS eí al., 1997). Esta resistência à insulina na musculatura também afeta a 
síntese de glicogênio (LUNDHOLM eí al., 1978).
A importância das alterações na secreção de insulina para o desenvolvimento do 
quadro caquético está claramente evidenciada nos animais portadores do tumor de Walker 
256, promovendo a ativação das vias catabólicas no organismo hospedeiro (FERNANDES 
eíal., 1990; COSTELLI et a i, 1999).
No metabolismo de lipídios no câncer, há redução no conteúdo de gordura corporal, 
particularmente do tecido adiposo branco, juntamente com hiperlipidemia (ARGILÉS eí 
tf/., 1997). A dissolução da massa de gordura é resultado de aumento na atividade lipolítica, 
que resulta na liberação de glicerol e ácidos graxos. Em adição, há diminuição da atividade
da lipoproteína lipase (LPL), enzima responsável pela clivagem de triacilgliceróis 
(presentes nas lipoproteinas) endógenos e exógenos em glicerol e ácidos graxos no tecido 
adiposo marrom e, de reduzida lipogênese de novo no tecido adiposo, que resulta numa 
esterificação diminuída, e conseqüentemente, reduzida deposição lipídica (THOMPSON et 
al., 1981).
A hiperlipidemia parece ser resultado da elevação do triacilglicerol e do colesterol, 
sendo a hipertriacilglicerolemia conseqüência da diminuição da atividade da LPL, 
resultando na redução da remoção plasmática de triacilgliceróis endógenos e exógenos 
(ARGILÉS et al., 1997) e, a hipercolesterolemia, devida à biosíntese alterada do colesterol, 
envolvendo também mudanças nos perfis das lipoproteinas (DESSI et al., 1995). Há 
diminuição na quantidade de colesterol transportado na fração de lipoproteinas de alta 
densidade (HDL). Outro fator que pode contribuir para elevação de triacilgliceróis 
circulantes é o aumento da lipogênese no fígado (MULLIGAN e TISDALE, 1991).
Fisiologicamente, durante o jejum, aminoácidos são mobilizados do músculo 
esquelético para o fígado, sendo substratos para a gliconeogênese induzida pela ativação 
das vias catabólicas. Porém, a redução muito prolongada da ingestão alimentar leva à 
diminuição da degradação das proteínas musculares, evitando desbalanceamento de 
nitrogênio e depleção muscular. Este mecanismo de conservação de nitrogênio está ausente 
em indivíduos portadores de câncer que desenvolvem caquexia, produzindo balanço 
negativo de nitrogênio (ARGILÉS et al., 1997).
A musculatura esquelética, que corresponde aproximadamente a quase metade da 
massa protéica corpórea total, é severamente afetada na caquexia do câncer (TISDALE, 
1991) e evidências demonstram que o gasto desta proteína muscular está associado com 
taxas de “tumover” (síntese e catabolismo) aumentadas (BECK e TISDALE, 1989). Estas
mudanças no “turnover” de proteínas musculares são induzidas, presumivelmente, pelas 
ações combinadas de citocinas (COSTELLI et a l., 1993), sozinhas ou combinadas com 
hormônios do estresse, tais como glucagon, glicocorticóides e catecolaminas (TRACEY et 
a l, 1987).
O resultado da proteólise aumentada é uma grande liberação de aminoácidos do 
músculo esquelético, especialmente alanina e glutamina. Além disso, a concentração de 
aminoácidos circulantes . eleva-se ainda mais, pela inibição do transporte destes 
aminoácidos para dentro da musculatura esquelética (GARCIA-MARTINEZ et al., 1995). 
Aminoácidos de cadeia ramificada (ACR: leucina, isoleucina e valina), nutrientes 
essenciais, são os únicos aminoácidos que são extensivamente degradados no músculo 
esquelético e parecem estimular a síntese de proteínas e inibir a degradação do músculo 
esquelético. Durante a caquexia do câncer a resposta de “turnover” da proteína muscular 
aos ACR está alterada (SMITH e TÍSDALE, 1993).
1.3.2. Mediadores da caquexia
Segundo ARGILÉS eta l. (1997), os mediadores que têm sido sugeridos, associados à 
depleção de reservas de gordura e tecido muscular, podem ser divididos em duas 
categorias: os de origem tumoral (produzido e liberado pelo neoplasma) e os fatores 
humorais (principalmente citocinas).
O TNF-a (fator de necrose tumoral), sintetizado principalmente por macrófagos em 
resposta a estímulos invasivos, é um fator pleiotrópico que exerce uma variedade de efeitos 
tais como promoção do crescimento, inibição do crescimento, angiogênese, citotoxicidade, 
inflamação e imunomodulação (AGGARWAL e NATARAJAN, 1996). Este fator parece
ter importante papel na caquexia. A presença de TNF diminui a atividade da enzima LPL 
no tecido adiposo, produzindo hipertriacilglicerolemia por comprometimento da hidrólise 
de triacilgliceróis, redução da acetil CoA carboxilase (enzima lipogênica) e do transporte de 
glicose em adipócitos, comprometendo o substrato para a lipogênese (ARGILÉS et al., 
1997; TORTI et al., 1985). Entretanto, apesar do TNF ter importante papel como mediador 
da caquexia em indivíduos portadores de tumor, os desarranjos metabólicos observados 
nesta síndrome não são provocados somente por este fator (ARGILÉS et al., 1997). O 
desenvolvimento da caquexia em ratos portadores de tumor foi observado mesmo na 
ausência do TNF, sugerindo o envolvimento de algumas interleucinas nas alterações 
produzidas no metabolismo de proteínas. Foi mostrado que IL-2 (NOGUCHI et al., 1996), 
IL-6 e interferon-y são mediadores da proteólise em alguns tipos de tumores (ALBRECHT, 
1996; MATTHYS e B1LLIAU, 1997; NELSON et al., 1994). As interleucinas são 
proteínas secretadas pelas células do sistema imunitário que têm por função mediar as 
interações entre leucócitos para a produção da resposta imunitária sem se ligar a antígenos. 
No entanto, elas podem ter origem e ação em outros tipos celulares, como é o caso das ILs
1 e 6, sendo então chamadas de citocinas (ALBERTS et al., 1997).
A IL-6 possui amplo espectro de ação sobre diferentes células, sendo secretada por 
monócitos, fibroblastos, queratinócitos, células endoteliais e células-B. Receptor específico 
de alta afinidade para IL-6 está distribuído em muitas células diferentes por todo o 
organismo (YOUNES e NOGUCHI, 2000).
A associação de IL-1 e TNF estimula a síntese de prostaglandinas da série E2 em 
vários tecidos periféricos (DAYER et a l ,  1985). Investigações sobre o envolvimento de 
PGs na indução da caquexia no câncer mostraram que, em ratos portadores de leucemia, o
hipermetabolismo observado é induzido pela produção de PGs periféricas (ROE et a l.,
1997). Ratos portadores de carcinoma de Waiker 256 apresentam elevadas taxas de PGs e 
vasopressina, os quais foram sugeridos como fatores envolvidos nas alterações metabólicas 
e hormonais que induzem à caquexia (SIDDIQUI e WILLIANS, 1987).
1.3 .3. Reversão da caquexia
A síndrome da caquexia no câncer é multifatorial, envolvendo alterações metabólicas, 
hormonais e imunológicas, as quais induzem à anorexia e ao intenso catabolismo do 
hospedeiro (FERNANDES et al., 1991; TRACEY et a i ,  1987).
As estratégias farmacológicas sugeridas para combater a caquexia são divididas 
resumidamente em dois grupos, segundo os principais fatores causadores da caquexia: as 
que combatem a anorexia, portanto estimuladoras do apetite, e as que atuam nos 
desarranjos metabólicos (ARGILÉS et al., 1997).
Corticóides e progestágenos são administrados com o objetivo de aumentar a ingestão 
protéico-calórica (ARGILÉS et al., 1997; PUCCIO e NATHANSON, 1997), no entanto, o 
aumento de peso dos portadores de tumor demonstrados nestes casos foi acompanhado por 
um aumento da massa tumoral, ou ainda, por retenção líquida e nenhum aumento 
significativo de massa magra no hospedeiro (ARGILÉS et al., 1997).
Estudos experimentais têm mostrado que os ácidos graxos poliinsaturados (AGPls), 
particularmente os pertencentes à família ômega-3 (presentes no óleo de peixe), possuem 
papel essencial na regulação do equilíbrio energético do organismo (CLARKE, 2000; 
PRINCE el al., 2000). Estes ácidos têm a habilidade de diminuir a síntese de prostaglandina 
E2 e podem agir aumentando os mecanismos de defesa contra células tumorais e a
suscetibilidade de células tumorais, através de mudanças na composição da membrana 
celular (GOGOS et al., 1998). Os possíveis mecanismos de inibição do crescimento 
tumoral pelo óleo de peixe envolvem seus efeitos na fração fosfolipídica da população de 
células imunitárias, na alteração da estrutura da membrana e em mudanças na transdução de 
sinais celulares que influenciam crescimento e proliferação (MARSHALL e JOHNSTON, 
1983).
1.4. EICOSANÓIDES
As prostaglandinas são pequenas moléculas lipídicas que regulam numerosos 
processos corporais, incluindo função renal, agregação plaquetária, liberação de 
neurotransmissores e modulação da função imunitária (GOETZL et al., 1995; PHIPPS et 
al., 1991). O primeiro passo na síntese de prostaglandinas é a hidrólise dos fosfolipídios 
para produzir araquidonato livre, numa reação catalisada pela fosfolipase A2. O próximo 
passo nesta via é catalisado pelas cicloxigenases 1 e 2 (COX-1 e 2), que inserem oxigênio 
molecular no ácido araquidônico. Esta reação produz PGG2, um produto instável, que é 
rapidamente convertido em PGH2 pela atividade peroxidase das COXs. A PGH2 é o 
precursor comum para todos os outros prostanóides que são sintetizados em reações 
catalisadas por enzimas específicas distintas. Cada um dos produtos derivados de PGH2 tem 
suas próprias séries de atividades biológicas (DANNENBERG e ZAKIM, 1999).
É sabido que a cicloxigenase-1 é expressa constitutivamente na maioria dos tecidos 
corporais e age para manter os processos homeostáticos, tais como a secreção mucosa. A 
COX-2, em contraste, é enzima induzível e está envolvida primariamente na regulação da 
inflamação (SM ITH e/a/., 1994).
O relacionamento entre a expressão aumentada da cicloxigenase e o câncer está 
tomando-se bem estabelecido, sendo a superexpressão da COX-2 relatada em diversos 
cânceres, incluindo o de mama, de cólon e de próstata (DEMPKE et al., 2001). Estudos 
epidemiológicos revelam que a inibição das enzimas cicloxigenases reduzem a incidência 
de certos cânceres (HARRIS et a i,  2002).
Prostaglandinas da série E2 (PGE2), que promovem a sobrevivência da célula tumoral, 
têm sido encontradas em concentrações mais altas em tecidos tumorais do que em tecidos 
normais (CHULADA et al., 2000). Elas medeiam esta sobrevivência por inibir a apoptose 
da célula tumoral e induzir sua proliferação (SUMITANI et a l,  2001), além de induzirem 
angiogênese e metástase (CHAN et al., 1999). Além disso, a PGE2 aumenta a progressão 
tumoral por alterar a morfologia, motilidade e migração celular (GATELY, 2000).
PRESCOTT et al. (2000) afirmam que uma vez que a cicloxigenase-2 seja induzida e 
catalise a oxidação do ácido araquidônico, são produzidas prostaglandinas e subprodutos 
altamente reativos que podem acelerar o processo carcinogênico. Entretanto, o mecanismo 
pelo qual isto acontece ainda não está claro. E possivel que a catálise pela COX-2 remova 
algum agente de proteção e gere um ou mais agentes oncogênicos.
SIDDIQUI e WILLIANS (1990) demonstraram que ratos portadores do tumor de 
Walker 256 apresentam elevados níveis de prostaglandina E2 circulante quando 
comparados aos de ratos normais e que a principal fonte desta era o tumor. LIU e ROSE 
(1996) sugerem que níveis elevados de PGs sejam produzidos pela expressão aumentada 
de COX-2.
Estudos das funções das COXs e trabalhos visando o desenvolvimento de novas 
drogas anti-inflamatórias não esteroidais indicam que as COXs podem também estar 
envolvidas na proliferação celular e crescimento tumoral (FOSSLIEN, 2000). A COX-2 é
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upregulated na maioria das células tumorais humanas e as propriedades anti-tumorais dos 
anti-inflamatórios não esteroidais têm sido demonstradas em estudos epidemiológicos e 
modelos animais experimentais (THUN et a l,  2002). Além da habilidade de induzir a 
apoptose em células neoplásicas, inibidores da COX-2 podem bloquear a produção de 
fatores angiogênicos e a migração de células endoteliais vasculares e então, diminuir o 
crescimento tumoral (INIGUEZ et al., 2003).
Até agora, pelo menos cinco mecanismos pelos quais a COX-2 contribui para a 
tumorigênese e o fenótipo maligno das células tumorais têm sido identificados, incluindo: 
inibição da apoptose; angiogênese aumentada; invasividade aumentada; modulação da 
inflamação/imunossupressão; e conversão de procarcinógenos em carcinógenos (DEMPKE 
et a l, 2001).
A regulação da apoptose é específica do tipo celular e dependente do balanço entre 
fatores pró e anti-apoptóticos. SMITH, HAWCROFT e HULL (2000) demonstraram 
correlação positiva entre a expressão da COX-2 e a inibição da apoptose em células de 
câncer coloretal. JONES et al. (1999) mostraram que após a exposição de células do 
carcinoma de cólon humano a PGE2 in vitro, observou-se aumento de 4 a 5 vezes nos níveis 
da proteína Bcl-2 (anti-apoptótica). Além disso, relataram aumento da apoptose nestas 
células após o tratamento com inibidor seletivo da COX-2.
Em termos de angiogênese, descobriu-se que a atividade da COX-2 aumenta a 
expressão de fatores de crescimento como VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) 
e bFGF (fator de crescimento de fibroblasto básico) entre outros (MASFERRER et a i, 
2000). Evidências acumuladas ligam a COX-2 com câncer e angiogênese, sugerindo que 
drogas que tenham como alvo a COX-2 e a cascata de sinalização relacionada, poderiam 
ser usadas como agente anti-angiogênico (INIGUEZ et al., 2003).
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Quanto a invasividade, ATTIGA et al. (2000) relataram que a inibição da COX-2 
resultou em secreção alterada de MMPs (metaloproteases de matriz), sugerindo que a 
COX-2 poderia controlar sua atividade. Essas metaloproteases de matriz são enzimas 
degradativas que têm sido ligadas a várias propriedades malignas das células tumorais, 
incluindo invasão da célula tumoral na membrana basal e estroma, penetração de vasos 
sangüíneos e metástase (NELSON et al., 2000).
Outro efeito da superexpressão da COX-2, que pode contribuir para o fenótipo 
maligno de pacientes com câncer, inclui a diminuição de E-cadherina com conseqüente 
perda de adesão célula a célula (ZHANG e DUBOIS, 2001).
Segundo SHAO et al. (2000), a super expressão da COX-2 parece ser conseqüência 
da transcrição elevada e do aumento da estabilidade do seu mRNA. Oncogenes, fatores de 
transcrição, citocinas, quimioterapia e promotores tumorais estimulam a transcrição da 
COX-2 via proteína quinase C (PKC) e via sinalização mediada por Ras (SMITH et a i,  
2000). Estes autores também relatam que, dependendo do estímulo e do tipo celular, uma 
variedade de fatores de transcrição incluindo AP-1 (proteína ativadora 1), NF-IL6 (fator 
nuclear interleucina-6), N FkB  (fator nuclear kB ) e NFAT (fator nuclear de células T 
ativadas) podem modular a transcrição da COX-2. Pouco se sabe sobre os moduladores 
negativos da COX-2, mas vários estudos recentes de tumores humanos têm realçado a 
importância do status do p53 (supressor tumoral) como determinante dos níveis de COX-2 
(RrSTIMAKI et al., 2002), sugerindo que o balanço entre a ativação de oncogenes e 
inativação de genes supressores de tumor afetam a expressão da COX-2.
Em 1989, KARMALI et al. relataram que a dieta rica em AGPls co-3 estava associada 
com baixos níveis de PGE2 em glândulas mamárias cancerosas e normais quando
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comparada à dieta rica em co-6. BADAWI et al. (1998) sugerem que o efeito inibitório dos 
AGPís (o-3 na carcinogênese mamária pode ser devido a seus efeitos modulatórios na 
atividade enzimática da COX-2.
Várias linhas de evidências indicam que dietas com baixo teor de gordura ricas em 
ácidos graxos co-3 podem prevenir o desenvolvimento e progressão do câncer de próstata e 
que dietas com alto teor de gordura ricas em ácidos graxos co-6 podem promover o 
crescimento de câncer de próstata (NORRISH et a l ,  1999; GODLEY et aí., 1996). Em 
resposta a uma variedade de estímulos, o ácido graxo co-6 (ácido araquidônico) é liberado 
dos fosfolipídios de membrana e convertido pela cicloxigenase-2 em prostaglandina E2, que 
tem sido implicada na carcinogênese. Inversamente, uma dieta rica em co-3 pode prevenir o 
desenvolvimento do câncer de próstata por aumentar a razão de ácidos graxos ©3/co-6 nas 
membranas celulares. Os ácidos graxos co-3 (EPA e DHA) competem com o 0-6 como 
substratos para a enzima COX-2 e isto resulta na produção de prostaglandinas e 
leucotrienos das séries 3 e 5, respectivamente, onde a PGE3 não possui efeito mitogênico 
(CULP et a i, 1979).
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2. OBJETIVOS
O presente estudo objetivou investigar a expressão da enzima COX-2 no tecido 
tumoral de ratos portadores de tumor de Walker 256, suplementados cronicamente com 
óleo de peixe, e determinar os valores de glicemia e laticidemia como parâmetros 
sangüíneos de caquexia.
3. MATERIAL E MÉTODOS
3.1. ANIMAIS
Ratos albinos machos e fêmeas da linhagem Wistar, obtidos do Biotério do Setor de 
Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná, submetidos a ciclo claro/escuro 
( 12/ 12) com água e alimentação à vontade, em ambiente com temperatura controlada de 
23 ± 1°C, foram utilizados neste estudo.
Ratas com 21 dias de nascimento foram suplementadas todos os dias com 1 g/kg p.c. 
de óleo de peixe (PUFA n-3) proveniente de cápsulas de lg  (Scherer) que contém 180 mg 
de EPA e 120 mg de DHA, ou com lg/kg p.c. de gordura de coco, até atingirem a 
maturidade sexual (90 dias). Em seguida, foram colocadas para reprodução com machos 
não submetidos a esta suplementação. Da prole gerada, os machos foram divididos em três 
grupos de acordo com a suplementação alimentar: gordura de coco (saturado), óleo de 
peixe (poliinsaturado) e grupo controle sem suplementação (C), e suplementados da mesma 
forma que a de suas mães. Quando atingiram a idade adulta (90 dias), foram inoculados 
com suspensão de células (2xI07 células/mL) obtidas do tumor ascítico de Walker 256.
A evolução da massa corpórea de todos os grupos foi monitorada a cada dois dias, 
durante todo o período experimental.
Estes animais foram então divididos em subgrupos explicitados abaixo:
• Saturado (S) = grupo gordura de coco sem tumor
o SWK = grupo gordura de coco com tumor
• Poliinsaturado (P) = grupo óleo de peixe sem tumor
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o PWK = grupo óleo de peixe com tumor
© C = grupo controle
® WK = grupo portador de tumor
No 14° dia após a inoculação do tumor, os animais foram sacrificados por 
decapitação. O sangue e o tumor foram retirados para posterior análise bioquímica e 
determinação de parâmetros metabólicos (glicemia e laticidemia).
3.2. OBTENÇÃO E TRANSPLANTE DAS CÉLULAS TUMORAIS
Em um animal portador do W256 ascítico foi injetado 10 rnL de solução salina 0,9% 
e em seguida, este foi sacrificado por deslocamento cervical. A cavidade abdominal foi 
aberta e todo o seu conteúdo ascítico coletado. Uma alíquota desta suspensão foi diluída 
1:100 e após a contagem de células em câmara de Neubauer, com corante “Trypan Blue”, 1 
mL desta suspensão (contendo 2x107 células) foi injetado subcutaneamente nos animais 
(FERNANDES eí a i., 1991). Os ratos do grupo controle foram inoculados com 1 ml de 
solução salina 0,9 %.
3.3. REAGENTES, ENZIMAS, SOLUÇÕES E ÁCIDOS GRAXOS
Todos os componentes dos tampões e os solventes foram obtidos da Reagen 
Quimibrás Indústria Brasileira SA. Lactato desidrogenase e NAD foram provenientes da 
Sigma Chemical Co. O óleo de peixe foi obtido de uma preparação de lipídios de uma
cápsula de lg  da empresa Scherer e a gordura de coco da Indústria Brasileira Refino de 
Óleos do Brasil LTD A.
A tabela abaixo mostra a composição, em porcentagem, de ácidos graxos contidos na 
gordura de coco e dos principais ácidos graxos poliinsaturados contidos em uma cápsula de 
Scherer (óleo de peixe).
Composição de ácidos graxos (%) Gordura de coco
Acido Láurico (12:0) 43.47 ±0.47
Acido Mirístico (14:0) 22.93 ±0.34
Acido Palmítico (16:0) 8.42 ±0.18
Acido Palmitolêico (9-16:1) 0 .53+0.07
Acido Esteárico (18:0) 4.39 ±0.64
Acido Olêico (9-18:1) 17.03 ±0.33
Acido Linolêico (9,12-18:2) 3.33 ±0.18
Acido Linolênico (9,12,15-18:3) 0.50 ±0.17
Composição de AGPIs n-3 (%) Oleo de peixe
Acido Eicosapentaenóico (5,8,14,17-20:5) 18
Acido Docosahexaenóico (4,7,10,13,16,19-22:6) 12
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3.4. PROCEDIMENTOS BIOQUÍMICOS
3.4.1. Determinação da glicemia
Foi realizada pelo método enzimático colorimétrico; utilizando-se Kit Glicose E 
enzimática da Labtest, segundo TRINDER (1969). As amostras foram preparadas 
seguindo-se as instruções do fabricante do Kit. A glicose presente na amostra foi dosada 
segundo a reação:
Glicose gUcose ox,dase Ácido Glucônico + H2O2
2 H2O2 +Fenol + 4-Aminoantipirina perox,dase Cromógeno + 4 H 2O2
A intensidade da cor formada é diretamente proporcional à quantidade de glicose na 
amostra do soro. A leitura de absorbância foi feita no espectrofotômetro ULTROAPEC 
2000 (Pharmacia) a 505 nm e, após a medida da absorbância para a glicose, foi calculada a 
concentração desta em mg/dL, segundo a fórmula:
[Glicose] = D.O. amostra / D.O. padrão x n
• [Glicose] = Concentração de glicose na amostra 
o D.O. = Densidade ótica 
® n = concentração do padrão
3.4.2. Determinação do lactato sérico
Determinado por método enzimático não colorimétrico. Inicialmente foi feita a 
desproteinização do soro (500 |j.L), adicionando-se 50 |j.L de ácido tricloroacético (TCA) 
25 % e a mistura foi agitada em vórtex e centrifugada por 5 minutos a 12000 rpm. Em 
seguida, foi coletado 200 fj.L do sobrenadante e adicionado 2 jaL de indicador universal 
para permitir a visualização da neutralização do soro por adição de KOH/TRIS (0,5 
M/2M), sinalizada pela coloração verde, indicando pH 7.0. Após, 100 |iL do soro 
neutralizado foi pipetado em tubos de ensaio contendo 1 mL do tampão de ensaio, e depois 
de 45 minutos foi efetuada a leitura no espectrofotômetro a 340 nm.
A medida da absorbância para o lactato sérico foi calculada segundo a fórmula:
[Lactato] = D.O./ 6,22 x V l/V  x V2/V3 x V4/V5 
o [Lactato] = Concentração do lactato sérico
• D.O. = Densidade ótica da amostra
® 6,22 = Constante
• VI = Volume da amostra + tampão de dosagem 
® V = Volume da amostra para ensaio
® V2 = Volume do soro + TCA 
® V3 = Volume do soro
o V4 = Volume do soro desproteinizado + volume de neutralização
• V5 = Volume do soro desproteinizado
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Tampão de Ensaio (para 100 mL)
EDTA 0,28 g
Glicina 2,8 g





Os tumores congelados foram homogeneizados com tampão de lise na proporção 
1:7 com o auxílio de um homogeneizador tipo Politron (25.000/min), centrifugados por 5 
minutos a 13000 rpm e o sobrenadante coletado. A quantificação protéica foi feita pelo 
método de Bradford. A concentração da proteína da amostra desconhecida foi calculada 
com base em curva padrão de proteína conhecida (o correto é utilizar uma proteína padrão 
mais próxima da amostra em questão). O preparo da curva padrão está detalhado no 
ANEXO 1.
3.4.3.1. Preparo da amostra para determinação protéica
Foram diluídos 10 da amostra na proporção 1:25 com água miliQ. Uma bateria 
de tubos foi preparada em duplicata para cada amostra mais o tubo branco. Foi colocado 
então 1 mL da solução de Bradford em cada tubo + 20 (iL de cada amostra; no tubo branco
foi colocado 1 mL da solução mais 20 |iL do diluente da amostra. O preparo das soluções 
encontra-se no ANEXO 2. A leitura foi feita no espectrofotômetro a 595 nm, contra 
referência do branco. As densidades óticas devem ficar entre 0 e 1 (faixa de sensibilidade 
da curva padrão).
O cálculo da concentração protéica de cada amostra foi feito a partir da equação da 
reta (y = ax + b) , sabendo-se que y = densidade ótica e x = concentração da amostra. A 
partir dos valores de D.O. (y) é possível calcular a concentração da amostra, isolando-se o 
x. Este valor deve ser multiplicado pela diluição para se obter a concentração de proteína da 
amostra em jig/mL.
Após a quantificação protéica das amostras, foi feita diluição com tampão Laemmli 
de forma que a concentração final ficasse entre 3 ou 4 |ig/(iL (concentração necessária para 
a eletroforese). É importante que todas as amostras fiquem em uma concentração protéica 
única para que isso não interfira na análise de suas bandas.
O tampão Laemmli possui SDS para desnaturar a proteína e propiciar carga 
negativa constante para todas as proteínas; glicerol para dar maior densidade à amostra do 
que o tampão de corrida; e (3-mercaptoetanol (agente redutor) responsável por quebrar as 
pontes dissulfeto presentes na amostra, possibilitando a separação das proteínas em 
subunidades.
22
3.5. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM DODECIL SULFATO 
DE SÓDIO -  (SDS-PAGE)
Quando submetidas a um campo elétrico, as proteínas migram de acordo com 
vários fatores, como o peso molecular, carga, formato e a interação com outras moléculas 
(proteínas e lipídios).
O método "SDS-PAGE" descrito por LAEMMLI em 1970 foi desenvolvido para 
que esta migração dependa unicamente do tamanho da proteína. O SDS (dodecil sulfato de 
sódio) é um poderoso detergente carregado negativamente que se liga a regiões 
hidrofóbicas das proteínas. O complexo formado SDS-proteína distribui carga negativa 
semelhante entre todas as proteínas, que migrarão para o pólo positivo do campo elétrico. 
Portanto, a migração das proteínas no método "SDS-PAGE" depende unicamente dos seus 
pesos moleculares.
Usualmente utiliza-se géis de poiiacrilamida para esta migração. O gel de 
empilhamento (Stacking) é preparado a 4% e permite que todas as proteínas migrem com a 
mesma velocidade no início da corrida. Chegando ao gel de separação (Resolving), as 
proteínas começam a migrar de acordo com seus tamanhos. A concentração do gel de 
separação vai depender da proteína que se pretende analisar; geralmente utilizam-se géis de
7,5 a 10%. Os géis foram preparados a partir de uma solução de acrilamida:bisacrilamida 
(30:1); a polimerização química da acrilamida com a bisacrialamida foi, então, iniciada 
com a adição do persulfato de amónio e do TEMED; o persulfato de amónio gera radicais 
livres que levam à polimerização, enquanto o TEMED cataliza a formação destes radicais.
As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de poiiacrilamida em "SDS- 
Page" na porcentagem de 8 % por cerca de 2 horas (300 V, 25 mA) ou overnight (12V,
6mA). Esta separação das proteínas é importante para a posterior identificação das 
proteínas de interesse pelo “Western Blotting”. A descrição detalhada do preparo do gel 
encontra-se no ANEXO 3.
3.6. "WESTERN BLOTTING"
O método de "Western blotting" surgiu em 1979, descrito por TOWBIN. A idéia 
geral deste método é a identificação de proteínas específicas pelo uso de anticorpos mono 
ou policlonais, incluindo a detecção, a quantidade relativa e o peso molecular de proteínas 
em uma mistura complexa. Após a separação das proteínas em SDS-PAGE, elas foram 
transferidas para uma membrana de nitrocelulose, onde se procedeu o método. Como 
restaram regiões onde não havia proteínas na membrana, primeiro foi necessário incubá-la 
em um tampão de bloqueio, que contém leite em pó desnatado; isso evitou que os 
anticorpos se ligassem inespecificamente a estas regiões. Após bloqueada, a membrana foi, 
então, incubada em tampão de incubação contendo o anticorpo primário para a proteína que 
se queria analisar (COX-2). Para visualizar a interação antígeno-anticorpo foi necessário 
um método de detecção; utilizou-se um segundo anticorpo, conjugado com uma enzima, 
voltado para o primeiro. Esta enzima permitiu, pela adição de um substrato cromogênico ou 
quimioluminescente, a visualização da proteína identificada pelo anticorpo em filme Kodak 
para radiografia. As bandas foram analisadas por densitometria através do programa “Scion 
Image”. O detalhamento da técnica encontra-se no ANEXO 4.
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3.7 CONTROLE POSITIVO PARA EXPRESSÃO DA COX-2
Rato Wistar foi inoculado com 50 |il (2mg/mL) de LPS (lipopolissacarídeo) na região 
central ventral de ambas as patas. Após três horas, o animal foi sacrificado, o tecido da pata 
homogeneizado e seu conteúdo protéico dosado e sujeito aos protocolos de SDS-PAGE e 
“Western Blotting”.
3.8. ANÁLISE ESTATÍSICA
Os dados foram apresentados como média ± erro padrão da média e submetidos à 
Anova de uma via com pós teste de Tukey com significância para p<0.05.
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4. RESULTADOS
Na figura 1 estão representados os dados, em porcentagem, da variação do peso 
corpóreo das mães das proles utilizadas no experimento, desde o desmame (21 dias) até a 
fase adulta (90 dias), dos grupos controle (C), suplementados com gordura de coco (S) ou 
com óleo de peixe (P). Animais controle apresentaram ganho de peso de 400% neste 
período. A suplementação com os diferentes tipos de ácidos graxos não alterou 
significativamente a porcentagem de variação de peso quando comparados entre si ou com 
o do grupo controle (p>0,05).
DIAS
Figura 1. Porcentagem de variação de peso corpóreo das fêmeas progenitoras das proles 
estudadas do grupo controle (C), do grupo suplementado com gordura de coco (S) e do 
grupo suplementado com óleo de peixe (P), desde o desmame (21 dias) até a fase adulta (90 
dias), em intervalos de 7 dias. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da 
média de 18 animais por grupo.
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Na figura 2 estão apresentados os dados de ganho de peso corpóreo (%) das mães 
durante o período gestacional (21 dias) dos grupos controle (C), suplementados com 
gordura de coco (S) ou com óleo de peixe (P). A suplementação com os diferentes tipos de 
ácidos graxos não alterou significativamente (p>0,05) o ganho de peso quando comparados 
ao do grupo controle ou entre si.
Grupos
Figura 2. Ganho de peso corpóreo das fêmeas (%) do grupo controle (C), do grupo com 
gordura de coco (S) e do grupo com óleo de peixe (P) durante a gravidez (21 dias). Os 
dados estão apresentados como média ± erro padrão da média de 10 animais por grupo.
Na tabela 1 estão expostos os dados de peso (g) da prole gerada pelas fêmeas dos 
grupos controle (C), suplementadas com gordura de coco (S) ou com óleo de peixe (P), no 
nascimento e no desmame (após 21 dias). As diferentes suplementações administradas nas 
mães não modificaram significativamente (p>0,05) o ganho de peso total da prole quando 
comparados ao do controle ou entre si.
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TABELA 1: Peso total (g) das proles, geradas pelas mães pertencentes aos grupos controle, 
saturado (suplementadas com gordura de coco) e poliinsaturado (suplementadas com óleo 
de peixe), no nascimento e no desmame (após 21 dias). Os dados estão representados como 
média ± erro padrão da média de 3 ninhadas (90 animais) geradas por 6 fêmeas de cada 
grupo
67?t PO GRUPO GRUPO
PROLE







Na figura 3 estão representados os dados, em porcentagem, da variação do peso 
corpóreo da prole, desde o desmame até a fase adulta (período de 70 dias), dos animais dos 
grupos controle (C), suplementados com gordura de coco (S) ou com óleo de peixe (P). 
Animais do grupo controle apresentaram ganho de peso de 800 % neste período. As 
diferentes suplementações não alteraram, significativamente (p>0,05), a porcentagem de 
variação de peso quando comparadas entre si ou com a do controle.
56,90 ±4,16 55,20 ±4,19
293,80 ±20,25 281,86 ±22,2
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DIAS
Figura 3. Porcentagem da variação de peso corpóreo da prole dos grupos controle (C), 
saturado (S) e poliinsaturado (P), desde o desmame (21 dias) até a fase adulta (90 dias), em 
intervalos de 7 dias. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média de 10 
animais por grupo.
A figura 4 mostra os valores do peso fresco do tumor (g) dos animais portadores de 
tumor (WK), suplementados com gordura de coco (SWK) ou suplementados com óleo de 
peixe (PWK), logo após o sacrifício dos mesmos. Houve redução significativa (p < 0,05) da 
massa tumoral no grupo suplementado com óleo de peixe. Os animais suplementados com 
óleo de peixe (PWK) apresentaram massa tumoral aproximadamente 4 vezes menor quando 
comparada à dos animais portadores de tumor não suplementados (WK) ou suplementados 
com gordura de coco (SWK). Não houve diferença estatística entre a massa tumoral dos 




Figura 4. Peso fresco do tumor (g) dos animais portadores de tumor (WK), suplementados 
com gordura de coco (SWK), ou suplementados com óleo de peixe (PWK). Os dados estão 
apresentados como média ± erro padrão da média de 8-10 animais por grupo 
a p < 0,01 quando comparado com WK e SWK
A concentração de lactato (^mol/mL) nos animais portadores de tumor (WK) e 
suplementados com gordura de coco (SWK) foi significativamente maior quando 
comparada à de todos os outros grupos (figura 5). A concentração de glicose sangüínea 
(mg/dL) nos animais do grupo portador de tumor (WK) e suplementados com gordura de 




Figura 5. Concentração de lactato ((.imol/mL) nos animais do grupo controle (C), 
suplementados com gordura de coco (S) ou óleo de peixe (P) e dos ratos portadores de 
tumor (WK), suplementados com gordura de coco (SWK), ou com óleo de peixe (PWK). 
Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média de 8-10 animais por 
grupo.
a p < 0.05 quando comparado aos demais grupos.
Grupos
Figura 6. Glicemia (mg/dL) dos animais do grupo controle (C), suplementados com 
gordura de coco (S) ou óleo de peixe (P) e dos ratos portadores de tumor (WK), 
suplementados com gordura de coco (SWK), ou com óleo de peixe (PWK). Os dados estão 
apresentados como média ± erro padrão da média de 8-10 animais por grupo 
a p < 0.01 quando comparado aos demais grupos.
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A expressão de COX-2 foi 25% menor no animal portador de tumor suplementado 
com óleo de peixe (PWK) quando comparado à do portador de tumor sem suplementação 
(WK). No animal portador de tumor suplementado com gordura de coco (SWK) o nível de 
expressão foi similar à do WK (figura 7).
* 4 -  82 Kb
1 2  3 4
Figura 7. “Western Blotting” representativo da expressão da COX-2 em animais 
portadores de tumor (WK), suplementados com gordura de coco (SWK) ou óleo de peixe 
(PWK). Lane l->  controle positivo da COX-2; lane 2 -> WK; lane 3 -> SWK; 
lane 4 -> PWK. O peso molecular desta proteína é de 82 Kb.
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5. DISCUSSÃO
A suplementação com gordura de coco ou óleo de peixe não alterou a variação de 
peso corpóreo, desde o desmame até a idade adulta, das mães das proles utilizadas no 
experimento (figura 1), e nem o ganho de peso das mesmas no período gestacional (figura 
2). O mesmo foi observado na figura 3, que mostra a variação de peso corpóreo das proles 
geradas por estas mães e também suplementadas com estes ácidos graxos. Isso demonstra 
que estes ácidos graxos, em baixas doses (1 g/kg p.c.), não influenciaram o ganho de peso, 
nem provocaram obesidade nestes animais. STORLIEN e PAN, em 1993, apresentaram 
resultados que demonstravam que o efeito metabólico de ácidos graxos na dieta é 
fortemente influenciado pelo perfil de ácidos graxos totais desta dieta. A utilização de 
diferentes ácidos graxos na dieta altera a composição dos fosfolipídios de membrana e esta 
composição alterada, em particular com elevados níveis de co-3, resulta em redução do 
ganho de peso através de taxas metabólicas alteradas e melhora na ação da insulina.
Os dados apresentados na tabela 1 demonstram que a suplementação destas mães, 
com os diferentes ácidos graxos, também não alterou o peso das proles ao nascimento e 
: desmame, sugerindo novamente que estes ácidos graxos não estariam aumentando o ganho 
de peso corpóreo destes animais. i
O crescimento tumoral depende de contínuo fornecimento de substratos para seu alto 
metabolismo, os quais, em última análise, são fornecidos pelo portador. Assim, o 
comportamento “egoísta” do tumor, por mecanismos ainda não completamente 
esclarecidos, induz ao desenvolvimento da síndrome da caquexia, manifestação clínica 
mais comum em indivíduos portadores de câncer. Esta é caracterizada por perda
progressiva de peso corpóreo, intenso catabolismo e anorexia, refletindo o efeito 
potencialmente letal do tumor sobre o portador (TESSITORE et al., 1993).
BECK et al. (1991) relataram que o óleo de peixe, o qual é rico em AGPIs, 
especialmente EPA e DHA, provoca atenuação na caquexia e no crescimento tumoral e que 
a administração, in vivo, de EPA a ratos caquéticos portadores de tumor provoca efetiva 
reversão do peso e inibição do crescimento tumoral.
Em nosso experimento verificou-se que o peso fresco do tumor (figura 4) dos animais 
suplementados com óleo de peixe (PWK) foi significativamente menor do que o dos 
portadores de tumor (WK) e suplementados com gordura de coco (SWK). O principal 
efeito antitumoral do óleo de peixe parece ser resultado da diminuição da proliferação de 
células tumorais através da redução dos níveis teciduais de prostaglandinas E2 e seus 
metabólitos (GOGOS et al., 1998).
SIDDIQUI e WILLIANS (1990) demonstraram que ratos portadores do tumor de 
Walker 256 apresentavam elevados níveis de prostaglandina circulante, quando 
comparados ao de ratos controle e que a principal fonte desta era o tumor. Neste trabalho 
não mensuramos PGE2.
Como observado na figura 5, os ratos portadores de tumor (WK) e suplementados 
com gordura de coco (SWK) apresentaram concentrações de lactato sérico 
significativamente mais elevadas quando comparados a de outros grupos. A elevada 
atividade glicolítica do tumor é, provavelmente, a principal fonte de lactato nestas 
condições e este, possivelmente, representa o precursor gliconeogênico mais importante 
nesses ratos. A atividade glicolítica anaeróbica aumentada tem sido relatada em uma 
variedade de células tumorais (WARBÜRG, 1930; WATERHOUSE, 1979). O tumor ao 
captar glicose com maior avidez produz lactato e o exporta, o que explica a sua maior
concentração sérica no grupo com tumor. FERNANDES et al. (1991) mostraram que 
células do tumor de Walker 256 quando incubadas com glicose produzem níveis elevados 
de lactato. A suplementação com óleo de peixe foi hábil em reduzir a taxa de crescimento 
tumoral (figura 4). Isto poderia explicar o achado de recuperação das concentrações séricas 
de glicose e lactato nos animais portadores de tumor suplementados com óleo de peixe 
(figuras 5 e 6).
Como relatado por SWEENEY et al. (2002), a expressão da COX-2 tem sido 
mostrada estar elevada em uma variedade de cânceres humanos, incluindo o de cólon 
(FUJTTA et al., 1998), gástrico (RTSTIMAKI et al., 1997), esofageal (ZIMMERMANN et 
al., 1999), pancreático (TUCKER et al., 1999), de bexiga (SHIRAHAMA, 2000) e de 
pulmão (WOLFF et al., 1998). A expressão desta proteína encontra-se elevada nos animais 
portadores de tumor de Walker 256 (figura 7). Até o momento não há relato na literatura 
mostrando este achado. A suplementação com óleo de peixe induziu à redução desta 
expressão em 25% quando comparada à dos animais portadores de tumor sem 
suplementação ou suplementados com gordura de coco. ARONSON et al. (2001) relataram 
diminuição da expressão desta enzima em pacientes com câncer de próstata que receberam 
dieta com baixo teor de gordura rica em ácidos graxos co-3 durante três meses. B ADAWI et 
al. (1998) também relataram diminuição da expressão desta enzima em animais com câncer 
de mama que receberam ácidos graxos o -3 em sua dieta. Estes autores sugerem que isso 
pode ocorrer devido ao fato de EPA e DHA (ácidos graxos co-3) não serem oxigenados tão 
rapidamente quando o ácido araquidônico (ácido graxo ©-6) e por agirem como inibidores 
competitivos para atividade de endoperóxido da COX-2. Eles atribuem este efeito de 
inibição do crescimento tumoral dos AGPIs (ácidos graxos poliinsaturados) co-3 à produção
34
de prostaglandinas da série E3, em contraste à de PGE 2, e também à habilidade dos 
metabólitos dos AGPIs co-3 em inibir o metabolismo de AGPIs ©-6 em vários estágios na 
cascata do ácido araquidônico.
Em resumo, a COX-2 está relacionada com o fenótipo maligno do animal. A 
diminuição de sua expressão melhora o estado clínico dos animais portadores de tumor, 
prolongando sua sobrevivência. 'Os resultados aqui apresentados sugerem que o óleo de 
peixe pode estar inibindo a expressão gênica desta enzima, como sugerido por CALDER 
(1998). Além disso, podem alterar os fosfolipídios de membrana e conseqüentemente os 
segundos mensageiros por eles gerados e agir sobre fatores de transcrição responsáveis pela 
expressão do gene que codifica para a COX-2.
36
6. CONCLUSÃO
Nossos resultados sugerem que a suplementação com óleo de peixe foi hábil em 
reduzir significativamente a taxa de crescimento tumoral, restaurar a glicemia e as 
concentrações de lactato sérico nos animais portadores de tumor. Nossos dados sobre a 
expressão da COX-2 sugerem que esta enzima tem importante papel na carcinogênese do 
tumor de Walker 256 e que um dos mecanismos pelo qual o óleo de peixe poderia estar 
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> Pesa-se 10 mg de albumina sérica bovina (BSA) e dilui-se em 10 mL de água destilada;
>  Lê-se no espectrofotomêtro a 280 nm, contra referência de água destilada;
>  Dividi-se a densidade ótica por 0.66 (fator de correção para concentração) e tem-se a 
concentração da solução-mãe em mg/mL;
Obs.: a densidade ótica deve estar entre 0.1 e 0.8; caso seja menor que 0.1 e maior 
que 0.8, adicionar mais BS A ou água destilada, respectivamente.
>  Faz-se a diluição da "solução-mãe" de BSA para a curva padrão, com valores 
decrescentes de albumina para um volume total de 500 |iL;
> Prepara-se uma bateria de 21 tubos, coloca-se 1 mL da solução de Bradford mais 20 |uL 
de cada diluição em cada tubo (faz-se em duplicata para cada diluição); no tubo branco, 
coloca-se 1 mL da solução de Bradford mais 20 (iL de água destilada;
Obs.: antes de usar a solução de Bradford, agitar bem; transferir o volume que será 
usado em um béquer e descartar a sobra.
> Agitam-se os tubos e lê-se no espectrofotômetro a 595 nm, contra referência do tubo 
branco.
Obs.: a leitura deve ser imediatamente após a adição das diluições, pois as proteínas 
ficam estáveis por pouco tempo.
>  Monta-se o gráfico da curva padrão (concentração de BSA em |ig/mL x densidade 
ótica) e acha-se a equação da reta (y = ax + b, sabendo que a = coeficiente angular = tg 
a  = (y2 - Yi) : (x2 - xi) e b = coeficiente linear = ponto do eixo da ordenada por onde a 
reta passa).
> A partir dos valores de DO (y) é possível calcular a concentração da amostra, isolando- 
se o x. Este valor deve ser multiplicado pela diluição para se obter a concentração de 
proteína da amostra em jig/mL.
ANEXO 1
Preparo da curva padrão:
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ANEXO 2
2 Géis para eletroforese com 1,5 mm de espessura (a 8 %):
Preparo dos géis para eletroforese:
RESOLVI NG STACKING
Agua desionizada 5,34 mL 3,44 mL
Glicerol 3,6 mL -
Tampão 18 mL 4,48 mL
Acrilamida 40% 6,9 mL 0,8 mL
APS 10% 600 jiL 240 nL
TEMED 40 nL 10 ]iL
Preparo das soluções:
Estoques:
Trisma base 1M pH 7,5
pm = 121,1 60,55 g / 500 mL de água desionizada, acerta-se o pH c/ HC1
EDTA 200 mM pH 7,0
pm = 372, 24 18,61 g / 250 mL de água desionizada
SDS 10%
10 g / 100 mL de água desionizada
NaCl 5M
pm = 58,44 146,1 g / 500 mL de água desionizada
T am pão de L aem m li:
Tris HC1 62,5 mM
Beta-mercaptoetanol 1 % (v/v)
SDS 2%
Glicerol 10% (v/v)
Azul de Bromofenol 0,01%
Ajustar o pH  a 6,8% com Tris-HCI ou Tris-base e armazenar a -20
Solução de Acrilamida 40%
Acrilamida 750 g 
Bis 20 g
> Homogeneizar com água destilada;
> Completar para 2 litros;
>  Filtrar em funil com papel de filtro;
> Manter estoque na geladeira.
> Usar luvas e máscara.
mL = mL desejado. mM desejado 
mM estoque
Solução descorante de géis:
Metanol 30 %
Ácido Acético 7,5 %
Completar com água desionizada
T am pão de Corrida flQ > 0:
Trisma base 30 g
Glicina 144g
SDS 10 g











completar para 1 litro
Tampão de extração para Extrato Total (Tampão de Lise -  1:7):
Trisma base 100 mM pH 7,5
ED TA lO m M
SDS 10%
Fluoreto de Na 100 mM 
Pirofosfato de Na 10 mM 
Ortovanadato de Na 10 mM 
Agua desionizada
5 mL do 1M
2,5 mL do 0,2 M 
5 mL do 10% (0,500 g) 
0,21 g 
0,225 g 
0,0945 g "  
completar 50 mL






Solução Bloqueadora (por membrana): 
Solução basal
Leite em pó desnatado Molico
* Azida sódica 0,02%
Solução para anticorpo (por membrana): 
Solução basal
Leite em pó desnatado Molico
* •
Azida sódica
usada somente quando deixar overnight
Tampão para gel de resolução:
ED TA 4 mM 
SDS 2%
Trisma base 750 mM
Agua desionizada
Ajusta-se o pH  para 8,9 co HCl
10 mL do 1M 
30 mL do 5M 
500 nL







40 mL do 200 mM 
40 mL do 10% 
181,6 g
completar 2 litros
T am pão para Stacking:
EDTA 4 mM 
SDS 2%
Trisma base 50 mM 
Agua desionizada
Ajusta-se o pH  para 6,7 com H3P 0 4
20 mL do 200 mM 




> Monta-se a base de vidro com separadores, tomando cuidado para evitar regiões 
passíveis de vazamento (colocar um pouco de vaselina ou parafilme nos separadores);
> Coloca-se o pente, marca-se cerca de 1 cm abaixo dele e depois retira-se o mesmo
> Em um béquer, prepara-se o gel de separação na porcentagem desejada e coloca-se 
entre as placas, até a marca (trabalhar com certa velocidade já que, após a adição do 
persulfato de amónio e do TEMED, a reação de polimerização já se inicia);
> Adiciona-se uma camada de álcool isoamílico ou isobutílico (cerca de meio cm) para a 
retirada de bolhas, nivelamento do gel e isolamento do gel do ar (o oxigênio impede a 
polimerização); aguarda-se a polimerização por 30 min;
> Lava-se a superfície do gel com água destilada 3 vezes e seca-se com uma pedaço de 
papel-filtro (cuidar para não danificá-la);
> Prepara-se o gel de empilhamento e coloca-se sobre o gel de corrida; adiciona-se o 
pente e aguarda-se a polimerização;
> Retira-se o pente, coloca-se o gel na cuba de eletroforese e lavam-se os poços com 
água e/ou tampão de corrida.
Corrida das amostras
> Colocam-se as amostras a serem corridas (20 a 100 |ig de proteínas totais) e o marcador 
nos lanes, enche-se a cuba com tampão de corrida e inicia-se a corrida a 300 V, 25-50 
mA, por cerca de 3-5h ou overnight (12V, 6mA).
ANEXO 3
Preparo do gel de SDS -  Poliacrilamida:
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Montagem do gel de empilhamento de transferência:
^  Após a corrida eletroforética, retira-se um dos vidros com auxílio de uma espátula, 
extrai-se o gel de empilhamento e recorta-se um dos cantos para dar idéia de orientação; 
Obs.: usar luvas para evitar manchas com gordura e proteínas da pele.
^  Equilibra-se o gel em tampão de transferência por 10 min para permitir que ele aumente 
ou encolha antes do contato com a membrana de nitrocelulose e para remover o excesso 
de sais de tampão e detergentes;
> Recorta-se a membrana de nitrocelulose e dois papéis-filtro do tamanho do gel, com 
máximo 0,5 cm maior (material excedente pode dobrar durante a transferência, gerando 
um curto circuito);
>  Pré-umedece-se a membrana de nitrocelulose em água destilada, cuidando para não 
formar bolhas (mergulhar uma das bordas e submergir lentamente);
> Mergulha-se a membrana de nitrocelulose em tampão de transferência por 2-5 min;
> Umedecem-se os dois papéis-filtro em tampão de transferência.
“Stack” de transferência:
> Centraliza-se uma camada de esponja sobre o lado catódico do módulo;
> Coloca-se um dos papéis-filtro sobre a esponja;
>  Posiciona-se o gel equilibrado sobre o papel-filtro, umedecendo-se a superfície do gel 
com gotas de tampão de transferência;
>  Coloca-se membrana de nitrocelulose sobre o gel;
Obs.: não reposicionar a membrana após ela entrar em contato com o gel (há 
transferência de proteínas pelo simples contato)
> Coloca-se o outro papel-filtro sobre a membrana de nitrocelulose;
>  Colocam-se mais 2 camadas de esponjas sobre o papel-filtro;
Obs.: um segundo “stack” de transferência pode ser executado entre estas 
outras duas camadas de esponjas.
ANEXO 4
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> Verifica-se a posição do “stack” de transferência que deve estar centralizado sobre a 
placa de eletrodo (nenhuma camada deve ser "beliscada" quando o módulo for fechado) 
e fecha-se o módulo.
Eletrotransferência de proteínas do gel para a membrana de nitrocelulose:
> Entorna-se 300-350 ml de tampão de transferência dentro do módulo; bate-se de leve o 
jogo de blotting para expulsar quaisquer bolhas de ar das esponjas;
> Posiciona-se o módulo no tanque com os "plugs" voltados ao centro;
> Adiciona-se 1,7 litros de água deionizada a 4o C no tanque;
>  Coloca-se a tampa de segurança sobre o tanque;
> Inicia-se a eletrotransferência a 25 V e 300-400 mA por 1-2 hrs;
> Após a eletrotransferência, retira-se o módulo do tanque e joga-se fora o tampão de 
transferência; marca-se cada membrana, caso sejam feitas duas, e indica-se o lado das 
amostras; suspende-se a membrana com uma pinça e deixa-se secar ao ar.
Bloqueio de sítios não específicos:
> Incuba-se a membrana com tampão de bloqueio por 2 h à temperatura ambiente ou 
overnight a 4 - 8o C, com agitação;
>  Incuba-se a membrana em solução de incubação com anticorpo primário (anti-COX 2) 
na diluição de 1:400, com volume suficiente para cobrir a membrana de nitrocelulose 
por 3h ou overnight a 4-8° C, com agitação;
> Lava-se a membrana com tampão de lavagem 3 vezes de 10 min com agitação e 
volumes de tampão apropriados (suficientes para cobrir completamente a membrana de 
nitrocelulose).
\
Incubação com o anticorpo secundário conjugado ao HRP
^  Incuba-se a membrana em solução de incubação contendo o anticorpo secundário 
conjugado ao HRP na diluição 1:5000, por 3 h à temperatura ambiente ou overnight, 
com agitação;
>  Lava-se a membrana com tampão de lavagem 3 vezes de 10 min com agitação e 
volumes de tampão apropriados.
Incubação com o substrato quimioluminescente/acentuador
r  Incuba-se a membrana em solução de trabalho por 5 min com agitação; usa-se volume 
suficiente para cobrir completamente a membrana;
> Remove-se a membrana da solução de trabalho e deixa-se que o excesso da solução 
escorra dela; coloca-se um protetor de membrana, tal como um protetor plástico, sobre 
a membrana de nitrocelulose e retira-se quaisquer bolhas de ar.
Revelação:
> Coloca-se a membrana em cassete, sobrepondo-a com um filme e expondo-a por tempo 
apropriado (uma primeira exposição de 30 s é recomendada e, conforme resultado, 
acerta-se o tempo de exposição inicial);
>  Revela-se o filme.
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